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研究成果の概要（和文）： 
ヒト肥満細胞の分化におけるNotchシグナルの役割を明らかにするために研究を行った。臍帯血
のうち造血幹細胞・前駆細胞分画を固相化したNotchリガンドで刺激、あるいはレトロウイルス
による遺伝子導入によりNotchシグナルを活性化し、肥満細胞の分化誘導を試みた。Notchリガン
ド刺激によっては、肥満細胞の分化誘導は確認されなかった。遺伝子導入については、系を樹立
することができたものの、分化については引き続き観察が必要である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We tried to clarify the role of Notch signaling in the differentiation of human mast cells. 
Hematopoietic stem cells and progenitors, purified from human cord blood cells, were 
stimulated by plate-coated Notch ligands, or retroviral transduction of Hes-1. Notch 
–ligand stimulation did not induce mast cell differentiation. We succeeded in retroviral 
transduction of Notch signaling molecules, but the effect on differentiation of mast 
cells were still under the observation. 
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１．研究開始当初の背景 
肥満細胞は、アレルギー、寄生虫感染にお
ける重要なメデイエーターとして知られる。
さらに、近年では、初期免疫、獲得免疫でも
重要な役割を果たすことが報告されつつあ
り、自己免疫疾患の発症にも重要であること
が明らかにされている。喘息、花粉症などの
アレルギー性疾患の罹患者数は増加傾向に
あり、肥満細胞の機能亢進はアレルギーの病
態形成において重要な役割を果たしている
が、肥満細胞の機能を一過性に抑制する薬剤
はあるものの、根本的に解決する治療法は開
発されていない。これは肥満細胞の分化と機
能を制御する機序に関する統合的な研究お
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よび理解が不十分なことに起因すると考え
られる。 
一方で、Notch シグナルは造血系では特に
リンパ球の発生や分化において重要な分子
として知られる。Notch1 を欠損するマウスは
胸腺 T 細胞を欠如し（１）、我々のグループ
は Notch2 を欠損するマウスはマウス脾臓の
辺縁帯 B細胞を欠損することを報告した（２）。
しかしながら、これまで Notch シグナルの肥
満細胞における役割はほとんど記載されて
いなかった。 
 
[肥満細胞の分化における知見およびそれに
関する申請者のこれまでの研究の位置づけ] 
肥満細胞の分化については、骨髄中で前駆
細胞まで分化した後、末梢の組織へ遊走し、
最終的には組織中で成熟肥満細胞へと分化
すると考えられているものの(3)、十分には
明らかにされていない。肥満細胞の分化を制
御 す る 外 的 因 子 と し て は Stem cell 
factor(SCF)、インターロイキン 3(IL-3)など
のサイトカイン、内的因子としては転写因子
である GATA ファミリー、C/EBPα、PU.1 など
の転写因子が知られていた。しかしながら、
これらの外的因子と内的因子の相互作用は
明らかではなかった。申請者のこれまでの研
究から、Notch シグナルはマウス肥満細胞の
分化に重要であるとの結果が得られた(4)。
すなはち、マウス成体骨髄の骨髄球共通前駆
細胞、顆粒球マクロファージ前駆細胞を SCF、
IL-3、IL-6、TPO 存在下で Delta1-Fc により
刺激したところ、顆粒球、マクロファージへ
の分化が抑制され、肥満細胞への分化が促進
された。Notch2 を欠損した前駆細胞では
Delta1-Fc の作用はみられないことから、
Notch1-4 分子のうち Notch2 が責任分子であ
ると考えられた。さらに、Notch2 により肥満
細胞の分化を促進するとの現象は、転写因子
Hes1 および GATA3 の発現制御を介すること
を明らかにした(4)。すなはち、Notch シグナ
ルシステムを介して、肥満細胞が外的シグナ
ルを内的因子へ転換することにより、肥満細
胞の分化を制御する仕組みが明らかとなっ
た。 
[肥満細胞の機能における知見およびそれに
関する申請者のこれまでの研究の位置づけ]    
一方、肥満細胞は周囲の組織環境に応じて
成熟し、異なったプロテアーゼなどの発現プ
ロファイルを示すことが知られる(3)。申請
者のこれまでの研究から、Notch2 シグナルは
粘膜型肥満細胞に特異的なプロテアーゼの
発現を制御していた。また、Notch2 コンデイ
ショナルノックアウトマウスを用いた解析
から、Notch2 シグナルはマウス成体肥満細胞
の小腸粘膜上皮への遊走に必須であった。こ
れらを介して、Notch2 シグナルは寄生虫の排
虫に重要な役割を果たしていた(研究業績 2)。
参考文献(1) Nat Immunol 2004; 5: 247, (2) 
Immunity 2003; 18: 675, (3) Nat Immunol 
2005; 6: 135, (4) Proc Natl Acad Sci USA 
2008; 105: 7839 
 
２．研究の目的 
申請者の研究全般の最終的なゴールは、ヒ
トの病態における肥満細胞の役割の解明と
それを利用した病態制御にある。肥満細胞の
分化、機能についてはマウス等をモデルとし
て使用することが多いが、サイトカインへの
依存性など様々な点で、マウスとヒトの肥満
細胞は異なった性質をもつことが報告され
ている。したがって、本研究では、これまで
の申請者の Notchシグナルのマウス肥満細胞
の分化・機能制御に与える影響に関する研究
成果が、ヒトの肥満細胞にも応用可能かにつ
いて調べることを目的とした。細胞の材料と
しては、臍帯血を用いて最初に試みることと
した。 
 
３．研究の方法 
(1) Notch リガンドによる刺激 
ヒト臍帯血のうち造血幹細胞・前駆細胞を
含む分画を単離する。臍帯血を単核球分離す
る。抗 CD133 抗体あるいは抗 CD34 抗体で染
色後、CD133 陽性、あるいは CD34 陽性分画を
MACSR(Miltenyi)により分離する。 
分離された臍帯血造血幹細胞・前駆細胞分
画を Delta1-Fc あるいはコントロール Fc を
固相化したプレート上で、サイトカイン stem 
cell factor (SCF)、interleukin-3 (IL-3)、
fms-like tyrosine kinase 3 (Flt3) 、
thrombopoietin (TPO)、IL-6 存在下で 14 日
間培養する。サイトピン後ライト染色により、
形態的な観察、およびフローサイトメトリー
により細胞表面マーカーの解析を行う。 
 
(2)ヒト臍帯血由来造血幹細胞、前駆細胞に対
する遺伝子導入システムの構築 
ヒト臍帯血由来細胞に感染するレトロウイ
ルスの系として、ウイルスベクターとしては 
pGCDNsam、パッケージング細胞としては
293gpg細胞を用いて、臍帯血においてNotch
シグナルの下流転写因子Hes-1を発現させる
系を確立する。 
 
(3)臍帯血に対する遺伝子導入による肥満細
胞の分化誘導 
Hes-1 を発現するレトロウイルスを含む
293gpg 細胞の上清と臍帯血造血幹細胞・前駆
細胞分画を共培養後、GFP 陽性細胞をセルソ
ーターにより分取し、サイトカイン存在下で
メチルセルロースにより培養する。 
 
４．研究成果 
CD133 陽性細胞を Delta1-Fc 刺激下に培養
  
した細胞では、肥満細胞への分化誘導はみら
れなかった。 
また、臍帯血にレトロウイルスにより
Hes-1 を導入するシステムは確立した。 
これによる臍帯血の肥満細胞への分化誘
導の有無については、観察中である。今後も
サイトカインの組み合わせなどの検討を引
き続き行う必要があると考えられる。 
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